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論文内容の要旨
地球上のほぼ全ての生物は内因的な生物時計（circa-
dian clock）を有しており，生物時計が様々な生命現象
に見られるサーカディアンリズムを産み出している。哺
乳類において，生物時計によるサーカディアンリズム産
生の分子基盤は，時計遺伝子である転写調節因子
BMAL1と CLOCKとのヘテロ二量体による標的遺伝子
のリズム性の転写制御である。現在までに，BMAL1/
CLOCKによる転写活性化を起点とする，転写・翻訳・
翻訳後修飾を介した正と負の転写翻訳フィードバック
ループによってリズム性の遺伝子発現が産生されること
が明らかとなっている。
興味深いことに，BMAL1/CLOCKによるリズム性の
転写制御は生物時計の中枢である視床下部の視交叉上核
（suprachiasmatic nucleus ; SCN）のみならず，末梢
組織にも同様に観察され，SCNはマスタークロックと
して，末梢の生物時計を同調する役割を果たしていると
考えられている。重要なことに，生物時計は光をはじめ
とする外的な刺激や食事などによっても調整されてお
り，生体内外の環境変化を受けて順応することも知られ
ている。以上のように，末梢細胞の生物時計は，SCN
からのトップダウン制御と体内外の環境変化に対する反
応により，個々の転写リズムを調整していることは確か
であるものの，末梢組織の細胞内において転写リズムが
調整を受ける分子メカニズムは不明である。以上の背景
から，本研究では，細胞内情報伝達因子群にフォーカス
し，生体内の環境変化に応じて細胞内で転写リズムが調
節されるメカニズムを解明することを目的とした。
1． BMAL1/CLOCK を介した標的遺伝子の転写制御
機構に対する PI3Kの役割
情報伝達因子群の選択的阻害剤を用いたスクリーニン
グによって，Phosphatidylinositol 3-Kinase（PI3K）
が BMAL1/CLOCK 標的遺伝子 Dbp の mRNA 発現量
を正に制御することが示唆された。PI3Kはイノシトー
ルリン脂質をリン酸化することでセカンドメッセン
ジャーである Phosphatidylinositol 3,4,5- trisphosphate
（PIP3）産生に寄与し，細胞の増殖，生存，糖代謝など
に重要な役割を果たしている。PI3Kは末梢の生物時計
を調節する細胞内メディエーターとしての役割を果たす
ことが示唆されているものの，BMAL1/CLOCKを介し
た転写リズム制御に対する役割は未だ不明である。そこ
で，PI3Kによる BMAL1/CLOCKを介した遺伝子発現
制御機構を解析した。
1-1． BMAL1/CLOCK 標的遺伝子の mRNA 発現レベ
ルに対する PI3K薬理学的阻害の影響の解析
NIH3T3細胞において Dbp mRNA発現レベルに対す
る PI3K 選択的阻害剤（LY294002）添加の影響を解析
した。各細胞の転写リズムを同調させるため，2時間の
50%ウマ血清による処理（血清ショック ; serum shock）
を行った。Serum shock終了時を起点として，6時間毎
に，Dbp mRNA発現レベルを real-time PCR法により
解析した。その結果，過去の報告と一致して，Serum
shock 18時間後をピークとした Dbp mRNA発現変動が
観察された。続いて，この同調系において，Serum
shock時及びその後の培地に LY294002添加し，その影
響を解析した結果，最大濃度（50µM）の LY294002添
加による Dbp mRNA発現量の劇的な低下，さらには，
LY294002による発現量低下の濃度依存性が観察された。
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また，PI3K情報伝達経路下流の基質である Aktのリ
ン酸化レベルを指標にしたウエスタンブロット分析によ
り，本実験系における LY294002の PI3K活性阻害効果
を検証した結果，LY294002の添加により Aktのリン酸
化が消失することが観察され，一方で，total Akt量に
は変化が認められなかったことから，LY294002添加が
PI3Kの活性を阻害していることが示された。以上の結
果から，PI3Kを中心とする情報伝達経路が Dbp mRNA
量を正に制御することで，Dbp mRNAのリズム性発現
制御に貢献することが示唆された。
1-2． Dbp mRNA発現レベルに対する内因性 PI3K触
媒サブユニット p110ノックダウンの影響の解析
PI3Kは触媒サブユニットと調節サブユニットにより
構成され，NIH3T3 細胞では，触媒サブユニットに
p110aおよび p110bの 2種類のアイソフォームが存在
する。そこで，Dbp 発現制御に対する p110a と p110b
の役割を明らかにするため，shRNA を用いて Dbp
mRNA量に対する p110aあるいは p110bのノックダウ
ンの影響を解析した。その結果，p110bのノックダウン
により Dbp mRNA 量の有意な低下が観察されたが，
p110aのノックダウンでは変化が観察されなかった。以
上の結果は，薬理学的解析の結果と一致して PI3K活性
が Dbp mRNA量を正に制御し，特に，この制御に p110b
触媒サブユニットが寄与していることが示唆された。
1-3． Dbp 遺伝子の転写制御に対する PI3K の役割の
解析
PI3Kによる Dbp mRNA量の発現制御の分子機構を
明らかにすることを試みた。まず，Serum shock直後
から LY294002添加を行っても，Serum shockの 18時
間後に Dbp mRNA発現量の顕著な低下が観察された。
従って，1-1で観察された LY294002添加による Dbp
mRNA量の低下は，Serum shock時の転写リズムの同
調が損なわれたためではないことが示唆された。さら
に，LY294002添加による Dbp mRNA発現量の低下は
添加時間の長さ依存的に大きくなったものの，3時間処
理によっても有意な mRNA量の低下が観察された。以
上の結果から，PI3Kが Dbp mRNAの発現量を直接的
に制御すること，特に，LY294002添加後数時間以内で
その影響が現れることから，mRNA合成の早い段階，
すなわち，PI3Kは Dbp遺伝子の転写を制御する可能性
が示唆された。
続いて，Dbp遺伝子の転写制御に対する PI3Kの役割
を明らかにするために，ルシフェラーゼレポーターコン
ストラクトを用いたレポーターアッセイにより，Dbp
遺伝子プロモーターからの転写活性を解析した。その結
果，LY294002添加濃度依存的に Dbp プロモーターか
らの転写量の減少が観察された。さらに，BMAL1/
CLOCKを共発現させた場合には，LY294002添加によ
る Dbp遺伝子プロモーターからの転写活性の低下率が
より大きくなることが観察された。また，BMAL1/
CLOCK標的遺伝子 Per2遺伝子プロモーターのレポー
ターアッセイにおいても同様の結果が観察された。従っ
て，PI3K が BMAL1/CLOCK を介して Dbp 遺伝子プ
ロモーターの転写活性を正に調節することが示唆され
た。
次に，PI3K による BMAL1/CLOCK を介した Dbp
遺伝子の転写制御機構を明らかにするため，BMAL1抗
体および CLOCK 抗体を用いた Chromatin Immuno-
precipitation(ChIP)-qPCR 解析により，Dbp 遺伝子内
で E-box がそれぞれ存在する２つの領域（プロモー
ター領域と 2nd intron 領域）への BMAL1/CLOCK の
結合に対する PI3K の役割を解析した。その結果，
BMAL1抗体および CLOCK 抗体によるこれら E-box
領域の特異的沈降が検出され，LY294002の添加はこれ
らの特異的沈降を阻害することが観察された。一方，
E-box 配列が存在しないネガティブコントロール領域
（Clock exon6）では，各抗体による特異的沈降は観察さ
れなかった。従って，PI3K は BMAL1/CLOCK の E-
box配列への結合を正に制御することが示唆された。
1-4． BMAL1/CLOCKの二量体形成に対する PI3Kの
役割の解析
BMAL1と CLOCKはヘテロ二量体を形成した後に，
DNA上の E-box配列に結合するため，PI3Kがこのヘ
テロ二量体を制御する可能性がある。そこで，共免疫沈
降解析および GAL4 one-hybrid assay により BMAL1
と CLOCK の二量体形成に対する PI3K 活性阻害の影
響を解析した。共免疫沈降解析の結果，NIH3T3細胞に
強制発現させたMyc-BMAL1とMyc-CLOCKとの発現
レベルに LY294002添加の影響は観察されなかった一方
で，BMAL1と CLOCKの共沈降効率は有意に低下する
ことが観察された。この結果に一致して，GAL4 one-
hybrid assayでは，GAL4 DNA結合ドメインを融合さ
せた BMAL1あるいは CLOCKが GAL4応答領域を介
してプロモーター上に結合した条件下において，
LY294002添加により BMAL1/CLOCKを介した転写活
性化が阻害されることが観察された。従って，PI3Kが
BMAL1と CLOCKのヘテロ二量体形成を促進すること
が示唆された。
1-5． 結論及び考察
以上より，PI3Kは Dbp mRNA量を正に制御し，さ
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らに，このメカニズムとして，PI3K は，BMAL1 と
CLOCKのヘテロ二量体化，その後の Dbp遺伝子プロ
モーター領域の E-box配列への結合を正に制御するこ
とが示された。以上の結果から，PI3K情報伝達経路が
BMAL1/CLOCK を標的として Dbp 遺伝子の転写リズ
ムを制御すると結論した。
2． BMAL1/CLOCK を介した標的遺伝子の転写制御
機構に対する CRESTの役割
Calcium Responsive Transactivator（CREST）は，
細胞内 Ca2+濃度上昇依存的に活性化される転写仲介因
子であり，胎児期における神経細胞の樹状突起の発達に
必須であることや，成長後も海馬，小脳，及び嗅球で発
現していることが報告されている。所属研究室では，
CRESTのノックダウンにより BMAL1/CLOCK標的遺
伝子群の発現量が低下すること，さらに，CREST が
Per1のプロモーター活性を正に制御することが発見さ
れ，CREST が BMAL1/CLOCK の転写コアクチベー
ターとして機能することが示唆されている。そこで，
CRESTがカルシウムイオン情報伝達経路の下流因子と
して外因的なシグナルを BMAL1/CLOCK転写制御に媒
介するとの仮説を立て，本研究では，この仮説の検証と
して，分子生物学的手法，マウス遺伝学的手法を用い
て，BMAL1/CLOCK を介した転写制御機構に対する
CRESTの役割の解明を試みた。
2-1． 共免疫沈降法を用いた BMAL1/CLOCKと CREST
との相互作用解析
NIH3T3細胞に CLOCK，BMAL1及び CRESTを強
制発現させた場合には，CLOCK抗体および BMAL1抗
体を用いた共免疫沈降によって，CRESTが沈降するこ
とが観察された。この結果に一致して，CREST抗体を
用いた免疫沈降によって BMAL1および CLOCKが共
沈降することが観察された。従って，CRESTと BMAL1/
CLOCKが直接的あるいは間接的な相互作用を介して，
複合体内に存在することが示唆された。
2-2． in vivo ChIP-qPCRを用いた BMAL1/CLOCK標
的遺伝子群のプロモーター領域への CRESTの結合状態
の解析
マウス海馬から調製したクロマチン産物を用いて in
vivo ChIP-qPCR を行った。過去の報告に一致して，
CREST抗体によって c-fosプロモーター領域の特異的
免疫沈降が確認された。重要な点として，同様に，
Control IgG に比較して CREST 抗体による Dbp 及び
Per1遺伝子の E-boxを含むプロモーター領域の特異的
沈降が観察された。一方，E-boxを含まないネガティブ
コントロール領域では特異的沈降は確認されなかった。
従って，BMAL1/CLOCK標的遺伝子群の E-box領域に
CRESTが存在することが示唆された。
2-3． Crest コンディショナルノックアウト（cKO）マ
ウスの作製と解析
2-3-1 Crest 遺伝子コンディショナル変異マウスの作
製
loxP配列を Crest遺伝子の exon4と 5の 5’側及び 3’
側に挿入させた Crest-floxマウスを作製した。この flox
マウスを全身で Cre-recombinaseを発現する CAG-Cre
マウスあるいは大脳皮質，海馬，嗅球の興奮性ニューロ
ン特異的に Cre-recombinaseを発現する Emx1-Creマ
ウスと交配させた。loxP配列の組込みと Crest exon4-5
の欠失は尾より調製したゲノム DNAあるいは前脳より
調製したmRNAの解析により確認した。野生型（WT）
マウスと比較して，CREST 遺伝子ヘテロ欠損を示す
Crest-flox/CAG（+/-）マウスの海馬では，約 50% の
CREST mRNA発現量が観察され，一方，Emx-1特異
的 CREST遺伝子ホモ欠損コンディショナル変異マウス
Crest-flox/Emx1-Cre（-/-）の海馬では，約 10% 程度
の CREST mRNA 発現量が観察され，CREST 遺伝子
の欠損が発現レベルで確認された。
2-3-2 Crest遺伝子 exon4-5の欠失により産生される
⊿CRESTの機能解析
CREST-flox遺伝子座からは，loxP配列の組み換えに
よる exon 4と 5の欠失後には，exon3と 6が連結され
た mRNAが産生され，この場合，フレームシフトによ
り exon6内に現れる stopコドンまでの 240bpがアミノ
酸に翻訳されることが予想される。まず，CREST変異
マウスから調製した total RNAを用いて cDNAを作製
し，⊿CRESTをクローニングして，塩基配列を確認し
た。その結果，予想と一致して，exon3と exon6が連
結され，フレームシフトのために予想される位置に終止
コドンが出現するmRNAが転写されていることが確認
された。さらに，GAL4 one-hybrid assay を用いて
BMAL1/CLOCKを介した転写活性化能に対する⊿CREST
共発現の影響を解析した結果，⊿CREST の共発現は
BMAL1/CLOCKによる転写活性化に影響を与えないこ
とが観察され，⊿CRESTは BMAL1/CLOCKに対する
コアクチベーターとして機能しないことが示された。
2-3-3 Crest変異マウス海馬における BMAL1/CLOCK
標的遺伝子発現量の解析
BMAL1/CLOCKによる発現制御に対する CRESTの
欠損の影響を解析するため，real-time PCR 法を用いて
12h/12hの明暗周期下で飼育した Crest-flox/CAG（+/-）
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マウスの海馬の発現解析を行った結果，WTマウスに比
較して，Dbp及び Per1の mRNA発現量並びに，その
リズム性発現にはヘテロ欠損の影響は観察されなかっ
た。この理由として，ヘテロ欠損による CREST発現量
の約 50%の低下は BMAL1/CLOCKの標的遺伝子の発
現に影響を及ぼさない可能性が考えられた。
2-4． 結論及び考察
本研究により，CRESTは E-box上で BMAL1/CLOCK
と複合体を形成し，時計遺伝子群の転写制御に貢献する
ことが示唆された。また，Crest遺伝子コンディショナ
ル変異マウスの作製に成功した。今後，この Crest 変
異マウス群を用いた RNA-seq，あるいは ChIP-seq に
より，CREST 標的遺伝子群を網羅的に探索すること
で，サーカディアン転写リズム制御機構の分子基盤の解
明に貢献できると考えられた。
3． 総 括
本研究結果から，PI3Kによる BMAL1/CLOCKを介
したリズム性転写調節機構の存在が初めて明らかとな
り，また，CREST が Ca2+情報伝達下流因子として
BMAL1/CLOCKを介する転写を調節することが示唆さ
れた。以上のように，本論文において，細胞内情報伝達
因子群による BMAL1/CLOCKを介した転写リズム調節
機構の一端が明らかとなった。
審査報告概要
哺乳動物の有する約 24時間周期の生物時計は，多様
な外部環境の変動に適応しているものの，細胞レベルの
転写リズムが外的シグナルに順応する細胞内分子機構は
未だ不明である。本研究では，この外的シグナルに応じ
たリズム性転写調節機構の分子基盤を理解するために，
外的シグナルを媒介する細胞内情報伝達因子群を同定
し，これら因子群により BMAL1/CLOCKによる転写制
御を調節する分子機構の解明を試みた。まず，情報伝達
因子群の選択的阻害剤を用いたスクリーニングから，
Phosphatidylinsositol 3-Kinase が BMAL1/CLOCK の
二量体化を促進して，BMAL1/CLOCK標的遺伝子 Dbp
のプロモーター上への誘引が促進されることにより，
DBP mRNA発現量が正に制御されることを示した。続
いて，カルシウムイオン情報伝達因子である転写因子
CREST が BMAL1/CLOCK と同一複合体を形成し，
BMAL1/CLOCK標的遺伝子群のプロモーターに誘引さ
れることを示した。以上，本研究において，細胞内情報
伝達因子群による BMAL1/CLOCKを介した転写リズム
調節機構の一端が明らかとなった。
主査および副査から審査報告がなされ，専攻内可否を
審議した。その結果，学位請求者の経歴や学術業績が学
位記申請の要項を満たしていること，外国語を含む最終
試験に合格していること，学位請求論文の研究内容や発
表会での質疑応答の内容が十分であることが認められ
た。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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